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Özet: Tilmikosin ve sefkuinomun kanatl› orijinli P. multocida ve O. rhinotracheale’ ye karfl› in vitro antimikrobiyal etkileri seri dilüsyon
fleklinde uygulanan broth makrodilusyon yöntemi ile incelendi. Her iki antibiyotik yüksek düzeyde antimikrobiyal aktivite gösterdi.
Sefkuinomun incelenen bakteriler için minimum inhibitör konsantrasyonu (M‹K) 1,562 µg/ml tilmikosinin ise 0,78 µg/ml ‘dir.
Sefkuinom ve tilmikosinin birlikte kullan›m›n›n etkilerini araflt›rmak için kullan›lan fraksiyonel inhibitör konsantrasyon (F‹K) indeksi,
checkerboard deneyi ile saptand›. Antimikrobiyal kombinasyon P. multocida (FIC=1) karfl› aditif, O. rhinotracheale’ye (FIC=2) karfl›
ise ald›rmazl›k fleklinde bir etkiye neden oldu.
Anahtar Sözcükler: Tilmikosin, sefkuinom, kombinasyon, P. multocida, O. rhinotracheale

In vitro Antibacterial Activities of Tilmicosin and Cefquinome Alone or in Combination Against
Certain Poultry Pathogens
Abstract: The antimicrobial activities of cefquinome and tilmicosin were determined in vitro against P. multocida and O.
rhinotracheale of poultry origin by serial broth macrodilution. Both antibiotics exhibited good in vitro antibacterial activity against
the strains tested. The minimum inhibitory concentration (MIC) for cefquinome was 1.562 µg/ml and for tilmicosin was 0.78 µg/ml
for both microorganisms. To investigate the effects of a combination of cefquinome and tilmicosin, the fractional inhibitory
concentration (FIC) index was determined by checkerboard assay. The antimicrobial combination was additive against P. multocida
(FIC=1) and indifferent against O. rhinotracheale (FIC=2).
Key Words: Tilmicosin, cefquinome, combination, P. multocida, O. rhinotracheale

Girifl
Pasteurellosis kanatl› yetifltiricili¤inde tart›fl›lmaz
ölçüde büyük ekonomik kay›plara neden olan bakteriyel
bir infeksiyon olup etiyolojisinde rol oynayan P.
multocida, sa¤l›kl› hayvanlar›n sindirim sisteminin yan›s›ra
% 50 den daha yüksek düzeylerde üst solunum yollar›nda
fakültatif olarak lokalize olur. Stres koflullar›na ba¤l›
olarak do¤al direncin k›r›ld›¤› durumlarda etken, çeflitli
sistemlere yay›larak perakut, akut, septisemik ve kronik
formda bulafl›c› ve öldürücü nitelik tafl›yan bu hastal›¤a yol
açar (1,2). Pasteurellosisin sa¤alt›m›nda birçok
antibiyotik kullan›lmakla beraber bu alanda yeni denenen
ve kanatl› yetifltiricili¤inde de kullan›ma giren bilefliklerden

biri olan tilmikosin, üstün farmakokinetik özellikleri ve in
vitro antibakteriyel aktivitesi ile sa¤alt›c› etkisinin yan›s›ra
koruyucu olarak ifllev görmektedir (3,2). Tilmikosin, yine
makrolit grubu bir bileflik olan tilosinin Gram pozitif
bakteri ve mycoplasmalara yönelik etki spektrumunu
geniflletmek amac›yla molekül yap›s›nda de¤ifliklik
yap›larak elde edilmifl ve Pasteurellalara karfl› seçkin bir
aktivite kazanm›flt›r. Pasteurella türlerine karfl›
tilmikosinin minimum inhibitör konsantrasyonunun (M‹K)
düflük olufluna ba¤l› olarak bu bakterilerin duyarl› oldu¤u
bildirilmekte ve direnç gelifliminin de gözard› edilmemesi
gerekti¤i vurgulanmaktad›r (3,4,5). Yap›lan bir
araflt›rmada tilmikosinin subletal yo¤unluklar›n› içeren

* Bu çal›flma ‹stanbul Üniversitesi Araflt›rma Fonunca Desteklenen 1289/050599 no’lu proje kapsam› içerisinde gerçekleflmifltir.
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besiyerinde, bakterinin seri flekilde 15 kez pasaj yap›lmas›
sonucunda aflamal› olarak M‹K de¤erinde 4 kez yükselme
saptanm›flt›r (4). Tilmikosine karfl› direnç gelifliminin
baflka bir boyutu ise makrolit grubu di¤er bilefliklere
dirençli sufllar›n geliflmesi ile iliflkilidir. Çapraz nitelik
gösteren bu durum; bir çok bakteri türünün metilaz
salg›lamas› sonucu 50S alt biriminin bir ögesinin
metilasyonundan kaynaklanan plazmid arac›l› bir direnç
fleklinde olup sonuçta tilosin ve eritromisine dirençli hale
gelen patojen etkenler analog olan tilmikosine de direnç
kazanabilmektedir. Bu nedenlere ba¤l› olarak patojen
bakterilerin dirençli alt populasyonlar›n›n geliflimini
önlemek ve geciktirmek amac›yla antibiyotiklerin bir
arada kullan›m› önerilmekte ve özellikle eritromisin ve
benzeri makrolitlerin tek bafl›na kullan›mlar›ndan
kaç›n›lmas› gerekti¤i bildirilmektedir (6,7,8). Yine
tilmikosinin sa¤alt›m dozlar›nda bakteriyostatik bir bileflik
olmas›na ba¤l› olarak çabuk bakterisit etki gelifliminin
istendi¤i durumlar için de etkin bir kombinasyon
oluflturma gereklili¤i duyulmufltur. Bu nedenle
araflt›rmam›zda bakterisit etkiye sahip 4. kuflak
sefalosporinlerden olan sefkuinom ile kombinasyonu
denenmifltir. Bu bilefli¤in kullan›m alan› s›¤›r yetifltiricili¤i
ile s›n›rl› olmas›na ra¤men solunum sistemi patojenlerine
karfl› aktivitesi ve bronfliyal sekresyondaki yo¤unluklar›n›n
seruma oranla yüksek oluflu gibi faktörlerden (9,10)
dolay› kanatl›larda da kullan›m›n›n söz konusu olabilece¤i
düflünülerek etkinli¤i de¤erlendirilmifltir.
Çal›flmam›zda incelenen di¤er patojen ise son y›llarda
önem kazanan ve 1994 y›l›na kadar Pasteurella-like
ad›yla bilinen O. rhinotracheale’dir. Hindi ve broylerler
baflta olmak üzere kanatl› türlerinde solunum sistemi
hastal›klar›n›n yan›s›ra büyümenin yavafllamas› ve ölüm
oran›n›n artmas›yla karakterize bir infeksiyona yol açar.
O. rhinotracheale’ye karfl› yukar›da bildirilen
antibakteriyel ajanlar›n etkinli¤i tam bilinmemekle
beraber sabit bulgulardan biri yayg›n kullan›mdaki
bilefliklerden birço¤una duyarl› oldu¤udur. Bununla
birlikte edinsel direnç gelifliminin çok yayg›n oldu¤u da
kaç›n›lmaz bir gerçektir (11,12). Bu gerekçelere ba¤l›
olarak bu çal›flmada tilmikosin ve sefkuinomun kanatl›
orijinli P. multocida ve O. rhinotracheale’ye karfl› bireysel
etkinliklerinin yan›s›ra kombinasyonun da etkisi
incelendi.

Blackall, Avustralya’dan, O. rhinotracheale suflu Dr. P. C.
M. van Empel, Hollanda’dan sa¤land›.
Antibiyotik standartlar›: Tilmikosin (Lilly com.,
Avusturya) ve Sefkuinom ( Hoechst AG, Frankfurt)
standart› kullan›ld›.
Besiyerleri: Minimum inhibitör yo¤unlu¤un (M‹K) ve
antibiyotik kombinasyonlar›n›n etkinli¤inin saptanmas›nda
P. multocida için katyon ilave edilmifl Mueller-Hinton
Broth (13) ve O. rhinotracheale için peptonlu su (14)
besiyerleri kullan›ld›.
‹nhibisyon Testleri (M‹K): M‹K testleri broth
makrodilüsyon tekni¤i ile ve her test iki kez tekrarlanarak
NCCLS’ye göre yap›ld› (15). S›v› besiyerlerinde
antibiyotiklerin, 200 µg/ml’den bafllayarak 0,012µg/ml
yo¤unlu¤a kadar seri flekilde iki kez dilusyonlar›
yap›ld›.Bakteriyel inokulumlar›n son yo¤unlu¤u yaklafl›k
5
10 cfu/ml olacak flekilde haz›rland›. M‹K de¤eri,
bakteriyel üremenin gözle görülebilir düzeyde inhibe
edildi¤i en düflük antibiyotik yo¤unlu¤u olarak belirlendi.
Antibiyotik
kombinasyonlar›n›n
etkinli¤inin
saptanmas›: Tilmikosin ve sefkuinomun birarada
kullan›m›n›n etkinli¤i ise broth makrodilusyon tekni¤i
kullan›larak checkerboard titrasyonu ile incelendi (16).
Antagonist etki olas›l›¤› için antibiyotiklerin M‹K
de¤erlerinin dört kat› daha yüksek yo¤unluklardan
bafllayarak suland›r›mlar› yap›ld› ve testler, M‹K
saptanmas›nda kullan›lan inokulumla iki kez tekrarlanarak
gerçeklefltirildi. Etkileflimin türü, Fraksiyonel ‹nhibitör
Konsantrasyon (F‹K) indeksi esas al›narak tan›mland›.
Etkileflim dinami¤inin göstergesi olarak bildirilen bu
indeks, iki antibiyoti¤in bireysel F‹K’nunun toplam›ndan
oluflmaktad›r. F‹K ise kombinasyon halinde kullan›ld›¤›
zaman elde edilen M‹K de¤erlerinin (A veya B) bireysel
M‹K (M‹KA veya M‹KB) de¤erlerine oran›d›r. Bu durumda
F‹K indeksi A/M‹KA + B/M‹KB olarak formüle
edilmektedir.
Hesaplanan sonuçlar›n de¤erlendirilmesinde afla¤›da
bildirilen kriterler kullan›ld› (16).
F‹K indeksi ≤0,5 ise sinerjik
F‹K indeksi >0,5 ile ≤1,0 ise aditif
F‹K indeksi >1,0 ile ≤2 ise ald›rmazl›k
F‹K indeksi >2 ise antagonist

Materyal ve Metot
Standart sufllar: P. multocida ve O. rhinotracheale
standart sufllar› kullan›ld›. P. multocida suflu Dr. Pat
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Araflt›rmam›zda kullan›lan di¤er bir s›n›fland›rma ise
kombinasyonda yer alan bilefliklerin M‹K ‘lar›na göre
yap›ld› (17).
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Her iki antibiyoti¤in M‹K’nun 4 kat veya daha fazla
azalmas› sinerjik,
Her iki antibiyoti¤in M‹K’nun 2 kat azalmas› aditif,
Her iki antibiyoti¤in M‹K’nun de¤iflmemesi ald›rmazl›k,
Her iki antibiyoti¤in M‹K’nun 2 kat artmas› antagonist
etkiye yol açar.
Bulgular
Duyarl›l›k test sonuçlar›nda tilmikosinin P. multocida
ve O. rhinotracheale’ye karfl› yüksek düzeyde in vitro
antibakteriyel etkinli¤e sahip oldu¤u görüldü. Her iki
bakteri için M‹K’u 0,78 µg/ml olarak belirlendi.
Sefkuinomun ise hem P. multocida hem de O.
rhinotracheale için duyarl›l›¤› tilmikosine göre düflük
bulundu ve M‹K, iki bakteri için de 1,562 µg/ml olarak
saptand›.
Tilmikosin ve sefkuinomun birarada kullan›m›n›n P.
multocida üzerine etkisi incelendi¤inde bireysel M‹K
de¤erlerinde iki kat azalma görüldü. Tilmikosin ve
sefkuinomun M‹K de¤erleri s›ras›yla 0,78 ve 1,562 µg/ml
iken birarada kullan›mlar› ile tilmikosinin M‹K’i 0,39
µg/ml’ye sefkuinomun ise 0,78 µg/ml’ye düfltü. Bu
sonuçlara göre FIK indeksi 1 olarak saptand› ve
kombinasyonun P. multocida için aditif etkili oldu¤u
belirlendi. Ayn› antibiyotik kombinasyonlar›n›n O.
rhinotracheale üzerindeki etkisinin denenmesi ile her iki
bilefli¤in M‹K de¤erlerinde de¤ifliklik saptanmad›. Birarada
kullan›m sonucunda tilmikosinin M‹K’ u 0,78 µg/ml,
sefkuinomun ise 1, 576 µg/ml olarak bulundu ve O.
rhinotracheale için ald›rmazl›k fleklinde etki görüldü (FIK
indeksi =2)

Tart›flma
Tilmikosin ve sefkuinomun önemli infeksiyon etkenleri
olan P. multocida ve O. rhinotracheale üzerine bireysel
etkilerini do¤ru olarak saptamak ve antibiyotik
kombinasyonlar›n›n olas› yararl›l›¤›n› belirlemek için
bakterilerin referans sufllar› ile çal›fl›ld›.
Antibakteriyel etkinli¤in nicel de¤erlendirilmesini
sa¤layan M‹K, ayn› zamanda dozun hesaplanmas›nda
önceli¤i olan bir kriterdir. M‹K saptamak için kullan›lan
makrodilusyon broth yöntemi ise di¤er duyarl›l›k
yöntemlerine göre daha kolay uygulanabilme, çabuk
sonuç verme, hem yavafl hem de h›zl› üreyen bakterilere
uygulanabilme gibi avantajlara sahiptir (18).

Tilmikosine karfl› kanatl› kökenli P. multocida
isolatlar›n›n duyarl›l›¤›n› saptamak amac›yla yap›lan
araflt›rmalarda agar ve broth mikrodilusyon yöntemleri
kullan›lm›fl ve M‹K ≤ 6,25 µg/ml olarak bulunmufltur. ‹n
vitro bulgular›n yan›s›ra kanatl›larda deneysel Pasteurella
infeksiyonlar›n› da baflar›l› bir flekilde kontrol alt›na almas›
bu bakteriye karfl› duyarl›l›¤› kan›tlam›flt›r (3,4). Bu
çal›flmada M‹K’nun daha düflük oluflu kullan›lan suflun
duyarl›l›¤›n› göstermekle beraber saptama yöntemlerinin
farkl›l›¤›na ba¤l› olabilir; makrodilusyon yöntemi ile
k›yasland›¤›nda mikrodilusyon yönteminde üremenin en
az oldu¤u duyarl›l›k noktas›n›n kolayl›kla gözlenememesi
ve inokulum yo¤unlu¤unun daha düflük oluflu gibi
nedenler sonuçlar›n farkl› oluflunu aç›klayabilir (18).
Sefkuinomun s›¤›rlardan izole edilen Pasteurella
türlerine karfl› M‹K de¤erinin 2 µg/ml den daha düflük
oldu¤u bildirilmektedir (19). Araflt›rmam›zda kullan›lan
kanatl› kökenli P. multocida ‘n›n duyarl›l›¤› da ayn› s›n›rlar
içinde yer almaktad›r. O. rhinotracheale’nin ise son
y›llarda identifiye edilen bakteri olmas›na ba¤l› olarak
duyarl›l›¤› ile ilgili çok az çal›flma yap›lm›flt›r. Buna ra¤men
yay›nlanm›fl bir araflt›rmada mikroorganizman›n ß
laktamaz üretti¤i ve bu özelli¤ine ba¤l› olarak dirençli
türlerin sadece sefalosporinlere duyarl› olabildi¤i
bildirilmifltir. Direnç kazanmam›fl türlerin ise makrolit
grubu da dahil olmak üzere birçok antibiyotikden
etkilendi¤i vurgulanm›flt›r (11). Bu araflt›rmada
sefkuinomun gerek O. rhinotracheale gerekse P.
multocida üzerindeki M‹K de¤erlerine ba¤l› olarak, bu
bakterilerin sefkuinoma duyarl› oldu¤u belirlenmifltir.
Sefkuinomun Gram negatif bakterilere karfl› bu
duyarl›l›¤›n›n, sefalosporin çekirde¤inin açil yan zincirine
aminothiazol metoxy iminoacetamide grubunun
eklenmesinden kaynakland›¤› bildirilmektedir (10).
Antibiyotiklerin bireysel etkilerinin yan›s›ra birarada
kullan›mlar› ile P. multocida üzerine aditif, O.
rhinotracheale‘ye ise ald›rmazl›k fleklinde etkileflme
gösterdikleri belirlendi. Manten ve Wisse taraf›ndan
yay›nlanan çizelgede, etkileri incelenen bilefliklerin ait
olduklar› makrolit ve sefalosporin grubunun birarada
kullan›m›n›n antagonist etkiye neden oldu¤u bildirilmifltir.
Di¤er bir s›n›flama fleklinde ise antibiyotikler
bakteriyostatik ve bakterisit olarak iki gruba ayr›lm›flt›r.
Bakteriyostatik etkili makrolitler ile bakterisit etkili
sefalosporinlerin birarada kullan›mlar›n›n genellikle
antagonizmaya ve çok seyrek olarak sinerjizmaya neden
olabilece¤i belirtilmifltir. Etkileflim mekanizmas›na yönelik
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incelemelerde sefalosporinler gibi bakteri hücre duvar›n›n
sentezini inhibe eden ilaçlar›n etkisinin, protein sentezini
inhibe eden ilaçlar taraf›ndan engellendi¤i ve bu durumun
mukopeptidazlar›n
sentezinin
bozulmas›ndan
kaynaklanabilece¤i saptanm›flt›r. Ayr›ca sefalosporinlerin
etkisi ile hücre duvar› sentezinin engellenmesi ve duvars›z
kalan bakterilerin protein sentezini inhibe eden ilaçlar
taraf›ndan geliflip parçalanamamalar› ile de antagonizma
geliflti¤i ileri sürülmektedir (6,7,8). Buna karfl›n ß
laktamazlar›n protein yap›s›nda olmas›ndan dolay› protein
sentezini inhibe eden ilaçlar›n ß laktamaz üretimini de
inhibe edebildi¤i bu durumda ß laktamlar ile sinerjik
etkileflime neden olabildi¤i ileri sürülmektedir (20). Bu
çal›flmada antagonist yada sinerjik etkiden farkl› olarak
ayn› kombinasyon, iki ayr› bakteri üzerinde farkl›

etkileflime neden olmufltur. Bu durumun bakteri türlerinin
farkl› oluflu ile ilgili oldu¤u düflünülmüfltür. Yap›lan
araflt›rmalarda iki antibiyotik aras›ndaki etkileflimin
ortamdaki konsantrasyonlar›na ve bakteri türlerine ba¤l›
olarak de¤iflti¤i ve ayn› kombinasyonun baz› bakteri
türlerine sinerjik baz›lar›na da antagonist olarak etkidi¤i
bildirilmifltir (7).
Sonuç olarak tilmikosin ve sefkuinomun birarada
kullan›m›, P. multocida’ya ba¤l› infeksiyonlarda alternatif
bir sa¤alt›m seçene¤i olabilece¤i belirlenmifltir. O.
rhinotracheale’den ileri gelen infeksiyonlar›nda ise
ald›rmazl›k fleklindeki etkinin sonucu olarak sa¤alt›m
maliyeti ile iliflkili ekonomik kay›plar›n yan›s›ra toksisite
oran›n› da yükseltebilece¤inden yararl› bir uygulama
olarak görülmemifltir.
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